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RESUMO: O objetivo do trabalho é avaliar se a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix) pode modular a resposta 
transcricional de um gene-chave na assimilação de nitrogênio (N), a nitrato redutase, em função da restrição do 
nutriente e da resposta do cultivar ao patógeno. Sabe-se que o estado nutricional da planta pode influenciar a severidade 
do ataque por patógenos. A ferrugem no cafeeiro é um problema recorrente em todas as regiões de cultivo, afetando 
desde a produtividade até a qualidade final da bebida. A despeito da importância da nutrição mineral para a 
produtividade e seu impacto na resposta à ferrugem, existem poucos estudos relacionados ao estabelecimento da relação 
molecular entre o estado nutricional do cafeeiro e resposta de defesa a patógenos. Duas cultivares – uma resistente e 
uma suscetível à ferrugem do cafeeiro - foram submetidas a regimes diferenciais de N e inoculadas com H. vastatrix. A 
análise por qPCR do gene CaNR em três períodos pós-inoculação evidenciou padrões transcricionais distintos entre as 
duas cultivares - a cultivar suscetível apresentou um pico de expressão em período anterior a cultivar resistente. Este 
estudo preliminar evidencia que fatores genotípicos e nutricionais podem influenciar na atividade de genes relacionados 
ao metabolismo de N, dando suporte a futuras análises bioquímicas que auxiliem na compreensão de respostas 
fisiológicas e moleculares relacionadas com a interação da resposta de defesa e o estado nutricional. 
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EFFECT OF RUST AND NITROGEN STARVATION IN TRANSCRIPTIONAL LEVELS 
OF NITRATE REDUCTASE GENE (CaNR) IN Coffea arabica L. 
 
ABSTRACT: The aim of this study is to evaluate if coffee leaf rust (Hemileia vastratrix) can modulate the 
transcriptional response of a key gene in nitrogen assimilation (N), nitrate reductase, under nutrient deprivation and 
cultivar responses to the pathogen. It is known that plant nutritional status may influence the severity of pathogen 
attack. Coffee leaf rust is a recurring problem in all growing regions, affecting from productivity to cup quality. Despite 
the importance of mineral nutrition to the productivity and its impact on response to coffee rust, there are few studies 
establishing the molecular relation between nutritional status and pathogen attack. Two cultivars - one resistant and one 
susceptible to coffee leaf rust - were maintained in differential N conditions and inoculated with H. vastatrix. qPCR 
analysis of CaNR in three time-points after inoculation showed distinct transcriptional patterns between the two 
cultivars - the susceptible cultivar showed a expression peak in a period prior to the resistant one. This preliminary 
study shows that genotypic and nutritional factors may influence the transcription pattern of genes related to N 
metabolism, supporting further biochemical analyses to understand molecular and physiological responses related to the 
interaction between pathogen attack and nutritional status. 
 
KEY WORDS: coffee rust, nitrogen assimilation, transcriptional pattern, genotypic response  
 
INTRODUÇÃO 
 
O nitrogênio (N) é o nutriente mineral mais requerido pelas plantas e sua limitação influi diretamente no crescimento 
vegetal em ambientes naturais, bem como na produtividade agrícola (Forde e Walch-Liu, 2009; Kraiser et al., 2011). 
Por consequência, a disponibilidade de N no solo pode influenciar o desenvolvimento das doenças de várias maneiras, 
ao passo que o crescimento do patógeno pode modificar a absorção e partição do N na planta. No entanto, os efeitos do 
N sobre as doenças não são plenamente conhecidos. Em um estudo sobre o efeito do N sobre o ataque de diferentes 
patógenos em tomateiro, Hoffland et al. (2000) verificaram que a influência de N depende do tipo de patógeno. Estudos 
em outros patossistemas já demonstraram que genes relacionados à assimilação de N podem ser modulados pelo ataque 
VIII Simpósio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
25 a 28 de Novembro de 2013, Salvador - BA
 
 
 
de patógenos, como em folhas de fumo (Pageau et al., 2006), em feijão (Tavernier et al., 2007) e na interação carvão X 
milho (Horst et al., 2010).  A assimilação do nitrogênio é um processo importante para o crescimento e o 
desenvolvimento das plantas e tem efeitos marcantes sobre a fitomassa e a produtividade das culturas (Reis et al., 
2009). O primeiro passo enzimático da assimilação de N em plantas é mediado pela redutase do nitrato (NR).Os estudos 
até o momento sobre as respostas moleculares entre a interação ferrugem X cafeeiro encontram-se focados em análises 
de larga escala (Fernandez et al., 2004; Fernandez et al., 2012) ou em busca de genes candidatos à fonte de resistência 
derivados desta análise (Ganesh et al., 2006; Petitot et al., 2008; Ramiro et al., 2009). Alguns trabalhos têm 
demonstrado que o grau de infecção do cafeeiro causado pela ferrugem está diretamente relacionado com seu nível de 
produção e nutrição (Zambolim et al., 1992; Carvalho et al., 2001), com relação ao nível de nutrientes nas folhas. 
Entretanto, nenhum estudo até o momento buscou avaliar genes relacionados à assimilação de N na interação ferrugem 
X cafeeiro. Com base nessas informações, este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil transcricional do gene CaNR 
em condição de supressão de nitrogênio e nos estágios iniciais de inoculação da ferrugem do cafeeiro. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Foram utilizadas plantas de aproximadamente um ano de idade de dois cultivares de Coffea arabica: IAPAR 59 
(resistente à ferrugem) e cv. Catuaí Vermelho IAC 99 (suscetível à ferrugem do cafeeiro - Hemileia vastatrix Berk. & 
Br). As plantas foram mantidas em casa de vegetação, em vasos de 4,5L com areia, e irrigadas semanalmente com água 
deionizada e solução nutritiva modificada de Clark (1975), com a seguinte composição (em μM): 800 K2SO4, 250 
MgSO4, 200 KH2PO4, 500 CaCl2, 4000 NH4NO3, 100 NaFeEDTA, 5 H3BO3, 3 MnSO4, 2,5 ZnSO4, 0,1 CuSO4, 0,7 
NaMoO4. Foram estabelecidos dois regimes nutricionais diferenciados para indução de deficiência de N, de 20 plantas 
por genótipo. No tratamento com N, não houve supressão de fontes de N; no tratamento “sem N”, as plantas foram 
mantidas por 40 dias com solução nutritiva sem fontes de N, antes da inoculação da ferrugem. A inoculação de H. 
vastatrix raça II foi realizada no Centro de Café “Alcides Carvalho”, no Instituto Agronômico de Campinas (IAC), 
seguindo o descrito em Barsalobres-Cavallari, et al. (2009), com suspensão de 1 mg/ ml. Após a inoculação, folhas em 
mesmo estágio de desenvolvimento foram coletadas 0, 12, 24 e 48 h após a inoculação e imersas imediatamente em N 
líquido e armazenadas em freezer -80ºC até o momento de extração de RNA. Folhas inoculadas com água e folhas sem 
inoculação foram utilizadas como controle. Plantas inoculadas foram mantidas até o aparecimento dos sintomas para 
confirmação da inoculação. Todo o experimento foi realizado com triplicatas biológicas, onde cada repetição biológica 
representa um pool de folhas no mesmo estádio de no mínimo três plantas. 
O RNA total de folhas foi extraído pelo protocolo adaptado de Chang et al. (1993). A concentração e a pureza do RNA 
foram determinadas por espectrofotometria, utilizando NanoDrop® ND-100 a 260 e 280 nm, e a integridade foi 
confirmada por eletroforese em gel de agarose a 2%. Foram utilizadas as amostras que apresentaram razão 260/280 nm 
acima de 1,8. A ausência de contaminação com DNA genômico foi confirmada por PCR utilizando o par de primers 
CaGAPDH, descrito em Barsalobres-Cavallari et al. (2009) e Carvalho et al. (2013). O DNA complementar (cDNA) foi 
sintetizado a partir de 5μg de RNA total, utilizando-se a SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) e oligo-dT, 
seguindo as instruções do fabricante, num volume final de 20μl. Os produtos finais de cDNA foram diluídas 10 vezes e 
a eficiência de reação de cada par de primer, avaliada através do software LinReg (Ramakers et al., 2003) foi de 99% 
para CaGAPDH e 98% para CaNR.  O nível transcricional do gene CaNR foi avaliado através de qPCR, no qual cada 
reação continha 12,5μL 2x SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas), 0,5μl de cada primer (10  μM), 1μL de 
cDNA diluído 1:10 em água milli-Q, com um volume final de 25μl. Os parâmetros de termociclagem foram de 10 min a 
95ºC, seguido por 40 ciclos de amplificação de 95ºC por 30 segundos e 60ºC por 60 segundos. A especificidade de 
amplificação foi confirmada através de curva de dissociação. Foram efetuadas três repetições técnicas para cada 
repetição biológica. A expressão relativa do gene CaNR foi avaliada através do software GenEx (MultiD Analyses AB, 
Göteborg, Sweden) e o gene CaGAPDH foi utilizado para normalização dos dados, conforme recomendado por 
Barsalobres-Cavallari et al. (2009) e Carvalho et al. (2013). Em todos os casos atribuiu-se o valor 1 para a menor 
expressão.  
RESULTADOS E DISCUSSÃO  
  
As análises de qPCR permitiram verificar a influência do nitrogênio no perfil transcricional do gene CaNR 
considerando-se os genótipos suscetível e resistente e três tipos de inoculação (Figura 1). Quando as plantas foram 
submetidas a condições normais de suprimento de N, em todos os casos, o maior nível transcricional observado foi com 
12h pós-inoculação (Figura 1A). O genótipo resistente (IAPAR 59) apresentou maior expressão de transcritos em 
comparação com o genótipo suscetível (Catuaí Vermelho IAC 99) (Figura 1A) o que pode estar relacionado com uma   
capacidade diferencial de assimilação de N do primeiro, em condições de nutrição completa, fator que pode influir na 
resistência à ferrugem. Além disso, observou-se que a inoculação simulada (com água) influenciou a expressão de 
CaNR através de redução de transcritos quando comparado com plantas não inoculadas no mesmo período de 12h de 
tratamento (Figura 1A). Além disso, a inoculação de ferrugem induziu respostas distintas nos dois genótipos, Catuaí 
Vermelho IAC 99 teve sua expressão reduzida em comparação com o não inoculado, enquanto que o genótipo IAPAR 
59 elevou consideravelmente seus níveis de RNAm (Figura 1A). Como demonstrado na Tabela 1, ainda considerando-
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se plantas inoculadas com ferrugem, verificou-se através dos valores de Ct um maior nível de expressão gênica de 
CaNR em condições de nutrição completa. Considerando-se a ausência de fontes de N, para Catuaí Vermelho, as 
respostas transcricionais quando as plantas foram inoculadas com água foram próximas à quantidade de transcritos 
quando inoculadas com a ferrugem nas primeiras 12h pós-inoculação, contudo, após 24h, os transcritos foram reduzidos 
em presença do patógeno (Figura 1B). Ainda em ausência de fontes de N, IAPAR 59, apresentou perfil semelhante nos 
períodos de 12 e 24h com redução após 48h independente de inoculação com água, ferrugem e não inoculado (Figura 
1B). Ressalta-se que em presença do patógeno e condição nutricional deficiente, em um estádio inicial de infecção 
(12h), os transcritos de CaNR foram maiores para o genótipo suscetível, porém com 24h este quadro se inverteu (Figura 
1B). Além disso, nesta mesma condição, a partir de 12 horas o genótipo IAPAR 59 manteve a expressão praticamente 
constante enquanto que a modulação no genótipo suscetível foi reduzida drasticamente após 24h (Figura 1B). 
 
Tabela 1. Média de valores de Ct do gene CaNR para o tratamento inoculado com ferrugem do cafeeiro. 
Regimes de N/Cultivar  IAPAR 59 Catuaí Vermelho  
COM N 27.82 28.14 
SEM N 28.40 29.31 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Perfil transcricional do gene nitrato redutase (CaNR) em dois genótipos, um suscetível à ferrugem (Catuaí 
Vermelho IAC 99) e um resistente (IAPAR 59) em condições de nutrição completa (A) e deficiência de N (B) com 
inoculação de ferrugem, água e não inoculado. O valor 1 foi atribuído à menor expressão. 
 
Alguns trabalhos relatam que a maior atividade de NR em café ocorre durante as horas de luz e decresce no escuro 
(Lewis et al., 1982; Hipkin et al., 1984). Entretanto em plantas jovens de café as maiores atividades de NR foliar ocorre 
no período do escuro, diminuindo sua ação na presença de luz (Cordeiro et al., 1984; Alves et al., 1985). 
 
CONCLUSÕES 
 
Os dados de qPCR evidenciaram que o gene CaNR sofreu regulação transcricional distinta nas diferentes condições e 
entre genótipos, sugerindo que a assimilação de N é influenciada tanto pelo genótipo como pelo regime nutricional. 
Estudos transcricionais e bioquímicos de outras etapas da assimilação de N deverão ser realizados para compreensão 
dos mecanismos moleculares envolvidos na assimilação de N e sua regulação durante estresses bióticos.  
 
Apoio financeiro: Fundação Araucária, Consórcio Pesquisa Café e CNPq. 
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